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Die PlantTec Biotechnologie GmbH Forschung & Entwicklung in 
Potsdam/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Transgene Pflanzen mit veranderter AktivitSt eines plastidaren 
ADP/ATP-Translokators" 

am 13. Mai 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung) 
lichen Unteriagen dieser Patentanmeldung. * • • 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 12 N. A 01 H und C 08 B der internationalen Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 25. Juni 1999 
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nsgene Pflanzen mit veranderter Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP 

Translokators 




-erh6hten^plastiaaren-AL3P/ATP^I ranslokatorak tiv.tatr-13erartige-Zellen und Pflanzen 
weisen einen erhohten Starkegehalt auf und synthetisieren eine Starke mit erhohter^.* 
Amylosegehalt. 

Ferner betrifft die voriiegende Erfindung transgene Pflanzenzellen und Pflanzen mi, 
einer verringerten plastidaren ADP/ATP-Transiokatoraktivitat. Derartige Zellen vn'd' 
Pflanzen synthetisieren eine Starke mit verringertem Amylosegehalt. : * " 



Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung. die pflanzlichen Inhaltsstoffen als 
erneuerbaren Rohstoffquellen in letzter Zeit beigemessen wird. ist es eine der 
Aufgaben der biotechnologischen Forschung. sich urn eine Anpassung diese'r- 
pflanzlichen Rohstoffe an die Anforderungen der verarbeitenden Industrie zu 
bemiihen. Urn eine Anweridung von nachwachsenden Rohstoffen in moglichst vielen 
Einsatzgebieten zu ermogiichen. ist es daruber hinaus erforderlich, eine grofie 
Stoffvielfalt zu erreichen. Femer ist es erforderlich. die Ausbeute an diesen 
pflanzlichen Inhaltsstoffen zu erhohen. um die Effizienz der Produktion emeuerbarer 
Rohstoffquellen aus Pflanzen zu steigern. 

Neben Olen. Fetten und Proteinen stellen Polysaccharide die wesentlichen 
nachwachsenden Rohstoffe aus Pflanzen dar. Eine zentrale Stellung bei den 
Polysacchariden nimmt neben Cellulose die Starke ein. die einer der wichtigsten 
Speicherstoffe in hoheren Pflanzen ist. Hierbei sind vor allem Kartoffel und Mais 
interessante Pflanzen. da sie fur die Starkeproduktion wichtige Kulturpflanzen 
darstellen. 

Das Polysaccharid Starke, das einen der wichtigsten Speicherstoffe im Pflanzenreich 
darstellt. findet neben der VenA^endung im Nahrungsmittelbereich auch eine breite 
Verwendung als nachwachsender Rohstoff fur die Herstellung industrieller Produkte. 



Die Starkeindustrie besitzt ein groftes Interesse an Pflanzen mit erhohtem 
Starkegehalt, der in der Regel gleichbedeutend mit einem erhohtem Trockengewicht 
ist. Ein erhohtes Trockengewicht steigert den Wert der in der Starkeindustrie 
verarbeiteten Pflanzen (Mais, Kartoffel, Tapioka, Weizen, Gerste, Reis etc.) wegen 
der hoheren Ausbeute an Starke. Zusatzlich bieten Pflanzenzellen oder pflanzliche 
Organe, die mehr Starke enthalten, Vorteile bei der Weiterverarbeitung in der 
Nahrungsmittelindustrie. weil sie weniger Fett bzw. Frittierol absorbieren und daher 





Eigenschaft ist z. B. von grofiem Interesse bei der Herstellung von "Popcorn", "corn 
flakes" aus Mais oder von Pommes frites, Chips oder Kartoffelpuffer aus Kartoffeln. ^ ^ ^ 

e o 

Fur die Kartoffelstarke verarbeitende Industrie stellt das Trockengewichf • ^ * 

o e e 

(Starkegehalt) die entscheidende Grofie dar, weil es die Prozessierungskoste^ 
bestimmt. Ein erhohtes Trockengewicht (Starkegehalt) bedeutet beP^'o 

o e e 

gleichbleibendem Ertrag, dafi der Wassergehalt der Kartoffelknollen verringert isl^ t 

o o 

Der verringerte Wassergehalt fuhrt zu verringerten Transportkosten und zu einer » 

o 

Reduzierung der beim Kochen erforderlichen Garzeit, ' o S o • 

Es erscheint daher wunschenswert, Pflanzenzellen und Pflanzen zur Verfugung zIj, 
stellen, die einen erhohten Starkegehalt aufweisen. sowie Verfahren zur Herstellung 
derartiger Pflanzenzellen und Pflanzen. 

Ferner erscheint es wunschenswert, Starken zur Verfugung zu stellen, deren Gehalt 
an Amylose und Amylopektin den Anforderungen der verarbeitenden Industrie 
entspricht. Dabei sind sowohl Starken mit einem erhohtem Amylosegehalt als auch 
Starken mit einem verringerten Amylosegehalt von Interesse, da diese sich jeweils 
fur besondere Ven/vendungszwecke besonders gut eignen. 



Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, Pflanzenzellen und 
Pflanzen zur Verfugung zu stellen, welche im Vergleich zu entsprechenden nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen und Wildtyp-Pflanzen eine Starke mit einem 
veranderten Amylosegehalt synthetisieren und, falls moglich, auch einen 
veranderten. insbesondere erhohten Starkegehalt aufweisen. 



Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen 
bezeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 



Somit betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzenzelien, die genetisch 
modifiziert sind, wobei die genetische Modifikation in der Einfuhrung eines fremden 
Nucleinsaurennolekuls besteht. dessen Vorhandensein oder dessen Expression zur 
Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den transgenen Zellen 
ftjhrt im X/prglf^inh 2u entsprechenden nicht genetisch modifizierten Pflanzenzelien 



aus-Wildtyp-Pfla n zen 



Die genetische Modifikation kann dabei jede genetische Modifikation sein, die zu,. 
einer Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt. Moglich is^f 
beispielsweise die sogenannte "in situ-Aktivierung", wobei die genetische 
Modifikation eine Veranderung der regulatorischen Bereiche endogener ADP/ATP-' * 
Translokator-Gene ist, die zu einer verstarkten Expression dieser Gene fuhrt.. ^ 
Erreicht werden kann dies beispielsweise durch die Einfuhrung eines sehr starken • 
Promotors vordie entsprechenden Gene. z. B. durch homologe Rekombination. 

Ferner besteht die Moglichkeit, die Methode des sogenannten "activation taggings" 
anzuwenden (siehe z. B. Walden et al., Plant J. (1991). 281-288; Walden et al., Plant 
Mol. Biol. 26 (1994), 1521-1528). Diese Methode beruht auf der Aktivierung 
endogener Pronnotoren durch "enhancer"-Elennente, wie z. B. dem Enhancer des 
35S RNA-Promoters des Blumenkohlmosaikvirus oder dem Octopinsynthase- 
Enhancers. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die genetische Modifikation jedoch 
darin. dafi ein fremdes Nucleinsauremolekul in das Genom der Pflanzenzelle 
eingefuhrt wird. welches einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codiert. 

Der Begriff "transgen" bedeutet daher, dafi die erfindungsgemaG^e Pflanzenzelle 
mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul stabil in dem Genom integriert enthalt, 
vorzugsweise ein Nucleinsauremolekul. das einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codiert. 



.m 



Unter dem Begriff "fremdes Nucleinsauremolekul" wird vorzugsweise ein 
Nucleinsauremolekul verstanden, das ein Protein mit der biologischen Aktivitat eines 
plastidaren ADP/ATP-Translokators codiert und das entweder naturlichen/veise in 
entsprechenden Pfianzenzellen nicht vorkommt, oder das in der konkreten 
raumlichen Anordnung nicht naturlichenA/eise in den Pfianzenzellen vorkommt oder 
das an einem Ort im Genom der Pflanzenzelle iokalisiert ist, an dem es 
natOrlichenA/eise nicht vorkommt. Bevorzugt ist das fremde Nucleinsauremolekul ein 



Kombination oder spezifische raumliche Anordnung naturlicherweise in pflanzlichen «» ^ 

e o o o c 

Zellen nicht auftritt. Die erfindungsgemaflen transgenen Pfianzenzellen enthalteg^, 

• < 

O 4 

mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul, das ein Protein mit der biologischerl ' * 
Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators codiert, wobei dieses^*** 
vorzugsweise mit regulatorischen DNA-Elementen verknupft ist, die die Transkriptiqrf * * ; 

O o o 

in pflanzlichen Zellen gewahrleisten, insbesondere mit einem Promoter. .o^ : 

o < 

o 

o 

O O i 

Prinzipiell kann das fremde Nucleinsauremolekul jedes beliebigUS** 

o 

Nucleinsauremolekul sein, das einen ADP/ATP-Translokator codiert, der nacJ\io" 
Expression in der inneren Membran von Plastiden Iokalisiert ist, Ein plastldarer 
ADP/ATP-Translokator ist dabei ein Protein, das den Transport von ATP in die 
Plastiden hinein und von ADP aus den Plastiden heraus katalysiert. Bekannt sind 
solche Nucleinsauremolekule beispielsweise aus Arabidopsis thaliana (Kampfenkel 
et aL. FEBS Lett. 374 (1995). 351-355; Genbank Acc. No. X94626 und Acc. No. 
Z49227) Oder aus Kartoffel (Genbank Acc. No, Y10821). Mit Hilfe dieser bekannten 
Nucleinsauremolekule ist es dem Fachmann moglich nach Standardverfahren, 
beispielsweise durch heterologes Screening, entsprechende Sequenzen aus 
anderen Organismen. insbesondere pflanzlichen zu isolieren. Es konnen 
insbesondere auch nicht-pflanzliche Nucleinsauremolekule verwendet werden, die 
einen ADP/ATP-Translokator codieren und die mit einer targeting-Sequenz verknupft 
sind, die die Lokalisierung in der inneren Plastidenmembran gewahrleistet. So ist z. 
B. ein ADP/ATP-Translokator aus Rickettsia prowazekii bekannt (Williamson et aL. 
Gene 80 (1989), 269-278) und aus Chlamydia trachomatis. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform codiert das fremde Nucleinsauremolekul 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Arabidopsis thaliana, insbesondere 
das in Kampfenkel et al. (1995, a. a. O.) beschriebene Protein AATP1. 

Die erfindungsgemafJen Zellen lassen sich von naturlicherweise vorkommenden 
Pflanzenzellen unter anderem dadurch unterscheiden, dafl sie ein fremdes Nuclein- 
sauremolekul enthalten, das naturlichenA/eise in diesen Zellen nicht vorkommt oder 
dadurch, daR ein solches Molekul an einem Ort im Genom der Zelle integriert 




• • • • 

gebung. Ferner lassen sich derartige erfindungsgemafie transgene Pflanzenzellen • ^ 



von naturlicherweise vorkommenden Pflanzenzellen dadurch unterscheiden, dafi si§,. 

^1^^ mindestens eine Kopie des fremden Nucleinsauremolekuls stabil integriert in ihr*** 

Genom enthalten, gegebenenfalls zusatzlich zu naturlicherweise in den Zellen*** 

vorkommenden Kopten eines solchen Molekuls. Handelt es sich bei dem (den) in di^**. 

• • • 

Zellen eingefuhrten Nucleinsauremolekul(en) um zusatzliche Kopien zu bereits : 
naturlichenA/eise in den Zellen vorkommenden Molekulen, so lassen sich die* 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen von naturlicherweise vorkommend^: 
Pflanzenzellen insbesondere dadurch unterscheiden, dafi diese zusatzliche(ni : . • 
Kopie(n) an Orten im Genom lokalisiert ist (sind), an denen sie naturlicherweise nicht 
vorkommt (vorkommen). Dies lafit sich beispielsweise mit Hilfe einer Southern Blot- 
Analyse nachprufen. 

^^^^ Weiterhin lassen sich die erfindungsgemafien Pflanzenzellen von naturlicherweise 
^^^B vorkommenden Pflanzenzellen vorzugsweise durch mindestens eines der folgenden 
Merkmale unterscheiden: Ist das eingefuhrte Nucleinsauremolekul heterolog in 
Bezug auf die Pflanzenzelle, so weisen die transgenen Pflanzenzellen Transkripte 
der eingefuhrten Nucleinsauremolekule auf. Diese lassen sich z. B. durch Northern- 
Blot-Analyse nachweisen. Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemafien 
Pflanzenzellen ein Protein, das durch ein eingefuhrtes Nucleinsauremolekul codiert 
wird. Dies kann z. B. durch immunologische Methoden, insbesondere durch eine 
Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. 

Ist das eingefuhrte Nucleinsauremolekul homolog in Bezug auf die Pflanzenzelle. 
konnen die erfindungsgemafien Zellen von naturlichenA/eise auftretenden Zellen 
beispielsweise aufgrund der zusatzlichen Expression der eingefuhrten fremden 



) • • • • • 



Nucleinsauremolekule unterschieden werden. Die transgenen Pflanzenzellen 
enthalten vorzugsweise mehr Transkripte der fremden Nucleinsauremolekule. Dies 
kann z. B. durch Northern Blot Analyse nachgewiesen werden. 

Der Begriff "genetisch nnodifiziert" bedeutet, dafi die Pflanzenzelle durch Einfuhrung 
eines frennden Nucleinsauremolekuls in ihrer genetischen Information verandert ist 
und dafi das Vorhandensein oder die Expression des fremden Nucleinsauremolekuls 
zu einer phanotypischen Veranderung fuhrt. Phanotypische Veranderung bedeutet 
dahei vorzugsweise eine meQ>bare Veranderung einer oder mehrerer Funktionen der 



7 R llf^n. ■ Beisp i elsw e is e z e ig on d i e q onotisch mo d if iziefte n e rf rndunqsg e m a fl e rT 




Pflanzenzellen aufgrund des Vorhandenseins oder bei Expression des eingefuhrten 
Nucleinsauremolekuls eine Erhohung . der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP- , . 

• o 
o • 

Translokators. ^'"^ 
Der Begriff "Erhohung der Aktivitat" bedeutet dabei im Rahmen der vorliegenderi 
Erfindung eine Erhohung der Expression eines plastidaren ADP/ATP-Translokatof-' " o 

o o o 

Gens, eine Erhohung der Menge an plastidaren ADP/ATP-Translokator-Protein undL ^ t 
Oder eine Erhohung der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators in den . 
Zellen. 

a 

Die Erhohung der Expression kann beispielsweise bestimmt werden durch Messung^j,! 
der Menge an ADP/ATP-Translokator codierenden Transkripten. z,B. durch 
Northern-Blot-Analyse. Eine Erhohung bedeutet dabei vorzugsweise eine Erhohung 
der Menge an Transkripten im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Zellen um mindestens 10%, bevorzugt um mindestens 20%, 
insbesondere um mindestens 50% und besonders bevorzugt um mindestens 75%. 
Die Erhohung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein kann beispielsweise 
bestimmt werden durch Western-Blot-Analyse. Eine Erhohung bedeutet dabei 
vorzugsweise eine Erhohung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Zellen um mindestens 
10%, bevorzugt um mindestens 20%, insbesondere um mindestens 50% und 
besonders bevorzugt um mindestens 75%. 



Die Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators lafit sich beispielsweise 
bestimmen, indem Plastiden aus entsprechendem Gewebe isoliert werden und die 
Vmax-Werte des ATP-lmports mittels der Silikonolfiltrationsmethode bestimmt werden. 



Die Reinigung verschiedener Plastidentypen ist z. B. beschrieben in Neuhaus et al. 
(Biochem J. 296 (1993), 395-401). Die Siiikonolfiltrationsmethode ist z. B. 
beschrieben in Quick et al. (Plant Physiol. 109 (1995), 113-121). 

Es wurde uberraschenderweise gefunden. dafi bei Pflanzen. die derartige 
Pflanzenzelien mit erhohter Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Transiokators 
enthalten, der Starkegehalt im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten 
Wildt ^ ^Pflanzen erhoht ist und/oder d a f^ auch der Amyloseaehalt dieser Starken im 



Der Begriff "Wildtyp-Pflanze" bedeutet dabei. dafJ es sich urn Pflanzen handelt. di*^*|' 
als Ausgangsmaterial fur die Herstellung der beschriebenen Pflanzen dienten d S**' 
deren genetische Information, abgesehen von der eingefuhrten genetischii** • * 
Modifikation, der einer erfindungsgemaflen Pflanze entspricht. , • • • , 

Der Begriff "erhohter Starkegehalt" bedeutet dabei, da(i der Gehalt an Starke in!": 
erfindungsgemafien Pflanzenzelien urn mindestens 10%, bevorzugt um mindestens **' 
20%, besonders bevorzugt um mindestens 30% und insbesondere um mindesten^: !' 
40% im Vergleich zu Pflanzenzelien von nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhofTt.:!^ 
ist. 

Die Bestimmung des Starkegehalts erfolgt dabei nach den in den angefugten 
Beispielen beschriebenen Methoden. 

Der Begriff "erhohter Amylosegehalt" bedeutet dabei, dafi der Amylosegehalt der in 
den erfindungsgemafien Pflanzenzelien synthetisierten Starke um mindestens 10%. 
bevorzugt um mindestens 20%. besonders bevorzugt um mindestens 30% und 
insbesondere um mindestens 40% im Vergleich zu Pflanzenzelien von nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist. 

Die Bestimmung des Amylosegehalts erfolgt dabei nach den in den angefugten 
Beispielen beschriebenen Methoden. 

Wie oben erwahnt ist der plastidare ADP/ATP-Translokator ein Transportprotein, das 
in der inneren Membran von Plastiden lokalisiert ist (Heldt et al.. FEBS Lett. 5 
(1969). 11-14; Pozueta-Romero et al.. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88 (1991), 5769- 
5773: Neuhaus, Plant Physiol. 101 (1993) 573-578; Schunemann et al.. Plant 



Physiol. 103 (1993). 131-137) und das den Transport von ATP in die Plastiden hinein 
und von ADP aus den Plastiden hinaus katalysiert. Somit sorgt der plastidare 
ADP/ATP-Translokator fur die Versorgung des Stromas mit cytosolischem ATP. 
Kampfenkel et al. (FEBS Lett. 374 (1995), 351-355) isolierten erstnnals eine cDNA. 
die einen ADP/ATP-Translokator (AATP1) aus Arabidopsis thaliana codiert 
(Neuhaus et al.. Plant J. 11 (1997), 73-82) und die eine grofie Ahnlichkeit (66.2 % 
Ahnlichkeit) zum ADP/ATP-Translokator des Gram-negativen Bakteriums Rickettsia 
prowazekii aufweist. Die AATPI-cDNA aus A. thaliana codiert ein stark hydrophobes 



^^^^^^^^ 




aufweist (Kampfenkel et al., FEBS Lett. 374 (1995), 351-355). Diese cDNA konnte in 
Backerhefe und E. coli funktional exprimiert werden. Nach Extraktion des Proteins 
und Rekonstitution in Proteoliposomen konnte eine Steigerung der ATP- 
Transportrate festgestellt werden (Neuhaus et al.. Plant J. 11 (1997), 73-82). Mit 
Hilfe von Antikorpern gegen ein Peptidfragment des AATP1 aus A. thaliana konnte 
gezeigt werden, dafi der ADP/ATP-Translokator AATP1 in der inneren 
Chloroplastenhullmembran lokalisiert ist (Neuhaus et al.. Plant J. 1 1 (1997). 73-82). 
Die Funktion des plastidaren ADP/ATP-Transiokators fur den pflanzlichen 
Stoffwechsel konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Verschiedene Funktionen 
wurden in Erwagung gezogen. wie z. B., dafl die Versorgung des Stromas mit 
cytosolischem ATP einen' Einflufi auf den Import von Proteinen in den Plastiden 
hinein, auf die Aminosaurebiosynthese. den Fettsauremetabolismus oder auf den 
Starkemetabolismus haben konnte (Flugge und Hinz. Eur. J. Biochem. 160 (1986). 
563-570; Tetlow et a!.. Planta 194 (1994), 454-460; Hill and Smith. Planta 185 
(1991), 91-96; Kleppinger-Sparace et al.. Plant Physiol. 98 (1992), 723-727), 
Dali eine Steigerung der Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators zu einer 
Erhohung des Starkegehalts in entsprechenden transgenen Pflanzen fuhrt, war 
jedoch vollig uberraschend. Ebenso uberraschend ist es, dafl die Steigerung der 
Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators Auswirkungen auf die molekulare 
Zusammensetzung der erzeugten Starke hat. So weist beispielsweise Starke aus 
Knollen erfindungsgemafler Kartoffelpflanzen einen erhohten Amylosegehalt auf im 
Vergleich zu Starken aus Knollen nicht-transformierter Kartoffelpflanzen. 
Bisher wurde angenommen, dafi die molekularen Eigenschaften von Starken 
ausschliefilich durch die Wechselwirkung von starkesynthetisierenden Enzymen 



bestimmt werden, wie z.B. der Verzweigungsenzyme (E.G. 2.4.1.18), der 
Starkesynthasen (E.C, 2.4.1.21) und der ADP-Glucosepyrophosphorylase (E.G. 
2.7.7.27). Daf3> die Expression eines plastidaren Transportproteins einen Einflud auf 
die Struktur der Starke hat. ist dagegen vollig uberraschend. 

Die erfindungsgemafien Pflanzenzellen konnen aus jeder beliebigen 
Pflanzenspezies stammen, d.h. sowohl aus monokotylen als auch aus dikotylen 

Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Pflanzenzellen aus landwirtschaftlichen 

Nugpflanz^n7^hT"aas~Pfranze 

Ernahrung oder fur technische, insbesondere industrielle Zwecke. Vorzugsweise 
betrifft die Erfindung somit Pflanzenzellen aus starkesynthetisierende bzw. 
|H|^^ starkespeichernde Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste. Hafer, Weizen, 
Hirse, Sago etc.), Reis. Erbse, Mais. Markerbse, Maniok. Kartoffel, Tomate, Raps, 
Sojabohne, Hanf, Flachs, Sonnenblume. Kuherbse oder Arrowroot. Besonders 
bevorzugt sind Pflanzenzellen aus Kartoffel. 

Ferner sind Gegenstand der Erfindung transgene Pflanzen, die die oben 
beschriebenen transgenen Pflanzenzellen enthalten. Derartige Pflanzen konnen 
beispielsweise durch Regeneration aus erfindungsgemafien Pflanzenzellen erzeugt 
werden. Bei den transgenen Pflanzen kann es sich prinzipiell unn Pflanzen jeder 
beliebigen Pflanzenspezies handein, d.h. sowohl monokotyle als auch dikotyle 
1^^^ Pflanzen, Bevorzugt handelt es sich um Nutzpflanzen, d.h. Pflanzen. die vom Men- 
^^^^ schen kultiviert werden fur Zwecke der Ernahrung oder fur technische, insbesondere 
industrielle Zwecke, Vorzugsweise sind dies starkesynthetisierende bzw. 
starkespeichernde Pflanzen. wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, 
Hirse, Sago etc.), Reis, Erbse, Mais, Markerbse, Maniok. Kartoffel, Tomate, Raps, 
Sojabohne, Hanf, Flachs, Sonnenblume, Kuherbse oder Arrowroot. Besonders 
bevorzugt ist Kartoffel, 

Derartige erfindungsgemafie transgene Pflanzen weisen im Vergleich zu 
entsprechenden Wildtyp-Pflanzen in ihren Zellen, vorzugsweise in Zellen 
starkespeichernder Gewebe, einen erhohten Starkegehalt auf. Weiterhin weist die 
aus solchen Pflanzen erhaltliche Starke bevorzugt einen erhohten Amylosegehalt im 



Vergleich zu Starke aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen auf, Eine Erhohung des 
Starkegehalts. eine Erhohung des Amylosegehalts und der Begriff "Wildtyp-Pflanze" 
werden dabei wie bereits oben definiert verstanden. Derartige erfindungsgemafie 
Pflanzen besitzen gegenuber anderen Pflanzen, die Starken mit erhohtem 
Amylosegehalt synthetisieren, wie z.B, den amylose-extender- und den dull- 
Mutanten von Mais, den Vorteil. dafl sie neben einem erhohten Amylosegehalt 
keinen verringerten, sondern sogar einen erhohten Starkegehalt aufweisen. 



"Die vor l iBg^TTtf^'EnnTd^ 

Pflanzen, die einen erhohten Starkegehalt im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen 
aufweisen und/oder deren Starke einen erhohten Amylosegehalt im Vergleich zu 
entsprechenden Wildtyp-Pflanzen aufweist. wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur Erhohung 
der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators fuhrt; und 

(b) aus der Zelle eine Pflanze regeneriert wird; und gegebenenfalls 

(c) aus der Pflanze nach (b) weitere Pflanzen erzeugt werden. 

Fur die laut Schritt (a) in die Pflanzenzelle eingefuhrte Modifikation gilt dasselbe, was 
bereits oben im Zusammenhang mit den erfindungsgemafien Pflanzenzellen und 
Pflanzen eriautert wurde. 

Die Regeneration der Pflanzen gemafi Schritt (b) kann nach dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

Die Erzeugung weiterer Pflanzen gemafi Schritt (c) der erfindungsgemafien 
Verfahren kann z.B. erfolgen durch vegetative Vermehrung (beispielsweise uber 
Stecklinge. Knollen oder uber Calluskultur und Regeneration ganzer Pflanzen) oder 
durch sexuelle Vermehrung. Die sexuelle Vermehrung findet dabei vorzugsweise 
kontrolliert statt, d.h. es werden ausgewahlte Pflanzen mit besttmmten Eigenschaften 
miteinander gekreuzt und vermehrt. 



Die vorliegende Erfindung betrifft auch die durch das erfindungsgemar?>e Verfahren 
erhaltlichen Pflanzen. 



Die vorliegende Erfindung betrifft auch Vermehrungsmaterial erfindungsgemarLer 
Pflanzen sowie der gemafi den erfindungsgemafien Verfahren hergestellten 
transgenen Pflanzen, das erfindungsgemafie genetisch nnodifizierte Zellen enthalt. 
Der Begriff Vernnehrungsmaterial unnfaR»t dabei jene Bestandteile der Pflanze, die 
geeignet sind zur Erzeugung von Nachkomnnen auf vegetativem oder sexuellem 
Weg. Fur die vegetative Vermehrung eignen sich beispielsweise Stecklinge, 
Calluskulturen, Rhizome oder Knollen. Anderes Vermehrungsmaterial umfafit 
beispielsweise Fruchte, Samen, Samlinge, Protoplasten. Zellkulturen, etc. 
Vorzugsweise harrdel t"ei^stah~T?gi~d^m~~v^ 
besonders bevorzugt um Knollen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von 
Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, zur 
Herstellung von Pflanzen mit einem im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen erhohten 
Starkegehalt in starkesynthetisierenden und/oder -speichernden Geweben. oder zur 
Herstellung von Pflanzen, die eine Starke synthetisieren. die im Vergleich zu Starke 
aus Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Amylosegehalt aufweist. Bevorzugt werden 
dabei die oben im Zusammenhang mit den erfindungsgemafien Zellen genannten 
Nucleinsauremolekule verwendet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner transgene Pflanzenzellen, die genetisch 
modifiziert sind, wobei die genetische Modifikation zur Verringerung der Aktivitat 
eines endogen in der Pflanzenzelle vorkommenden plastidaren ADP/ATP- 
Translokators fiihrt im Vergleich zu nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen 
entsprechender Wildtyp-Pflanzen. 

Der Begriff "transgen" bedeutet in diesem Zusammenhang, dafi die 
erfindungsgemaflen Pflanzenzellen aufgrund einer genetischen Modifikation, 
insbesondere der Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuls in ihrer 
genetischen Information von entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen abweichen. 
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Der Begriff "genetisch modifiziert'* bedeutet dabei in diesem Zusammenhang, dafi 
die Pflanzenzelle durch Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuls in ihrer 
genetischen Information verandert ist und dafi das Vorhandensein Oder die 
Expression des fremden Nucleinsauremolekuls zu einer phanotypischen 
Veranderung fuhrt. Phanotypische Veranderung bedeutet dabei vorzugsweise eine 
mefibare Veranderung einer oder mehrerer Funktionen der Zellen. Beispielsweise 
zeigen genetisch modifizierten erfindungsgemaflen Pflanzenzellen eine Verringerung 
der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP- Translokators. 



Die Herstellung derartiger erfindungsgemafier Pflanzenzellen mit einer verringerten 
Aktivitat eines ADP/ATP-Translokators kann durch verschiedene. dem Fachmann 
bekannte Verfahren erzielt werden, z. B. durch solche, die zu einer Inhibierung der 
Expression endogener Gene fuhren, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator 
codieren. Hierzu zahlen beispielsweise die Expression einer entsprechenden anti- 
sense-RNA, die Expression einer sense-RNA zur Erzielung eines Cosuppressions- 
effektes, die Expression eines entsprechend konstruierten Ribozyms. das spezifisch 
Transkripte spaltet. die einen ADP/ATP-Translokator codieren, oder die sogenannte 
"in-vivo Mutagenese". 

Vorzugsweise wird zur Reduzierung der Aktivitat eines ADP/ATP-Translokators in 
den erfindungsgemafien Zellen eine antisense-RNA exprimiert. 

Hierzu kann zum einen ein DNA-Molekul verwendet werden, das die gesamte einen 
ADP/ATP-Translokator codierende Sequenz einschliefilich eventuell vorhandener 
flankierender Sequenzen umfafit. als auch DNA-Molekule. die nur Teile der co- 
dierenden Sequenz umfassen, wobei diese Teile lang genug sein mussen. um in den 
Zellen einen antisense-Effekt zu bewirken. Es konnen im allgemeinen Sequenzen 
bis zu einer Mindestlange von 15 bp, vorzugsweise einer Lange von 100-500 bp, fur 
eine effiziente antisense-lnhibition insbesondere Sequenzen mit einer Lange uber 
500 bp verwendet werden. In der Regel werden DNA-Molekule ven/vendet, die kurzer 
als 5000 bp, vorzugsweise Sequenzen. die kurzer als 2500 bp sind. 
Moglich ist auch die VeoA/endung von DNA-Sequenzen, die einen hohen Grad an 
Homologie zu den endogenen in der Pflanzenzelle vorkommenden Sequenzen 
haben, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren. Die minimale 



Homologie sollte gr6R)er als ca. 65 % sein. Die Verwendung von Sequenzen mit 
Homologien zwischen 95 und 100 % ist zu bevorzugen. 



Alternativ kann die Verringerung der ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen auch durch einen Cosuppressionseffekt 
erfolgen. Das Verfahren ist dem Fachnnann bekannt und ist beispielsweise 
beschrieben in Jorgensen (Trends Biotechnol. 8 (1990), 340-344), Niebel et al. (Curr 
Top. Microbiol. Imnnunol. 197 (1995), 91-103), Flavell et al. (Curr. Top. Microbiol. 



149-159), Vaucheret et al. (Mol. Gen. Genet. 248 (1995). 311-317), de Borne et al. 
(Mol. Gen. Genet. 243 (1994), 613-621) und anderen Quellen. 

Die Expression von Ribozymen zur Verringerung der Aktivitat von bestimmten 
Proteinen in Zellen ist dem Fachmann ebenfalls bekannt und ist beispielsweise 
beschrieben in EP-B1 0 321 201. Die Expression von Ribozymen in pflanzlichen 
Zellen wurde z. B. beschrieben In Feyter et al. (Mol. Gen. Genet. 250 (1996), 329- 
338). 



Ferner kann die Verringerung der ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den 
erfindungsgennafien Pflanzenzellen auch durch die sogenannte "in vivo- 
Mutagenese" erreicht werden, bei der durch Transformation von Zellen ein hybrides 
RNA-DNA-Oligonucleotid ("Chimeroplast") in Zellen eingeftihrt wird (Kipp, P.B. et al.. 
Poster Session beinn " 5^^ International Congress of Plant Molecular Biology. 21,-27. 
September 1997. Singapore; R. A. Dixon und C.J. Arntzen, Meeting report zu 
"Metabolic Engineering in Transgenic Plants". Keystone Symposia. Copper 
Mountain. CO. USA. TIBTECH 15 (1997), 441-447; Internationale Patentanmeldung 
WO 95/15972; Kren et al.. Hepatology 25 (1997). 1462-1468; Cole-Strauss et al., 
Science 273 (1996). 1386-1389). 

Ein Teil der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids ist homolog zu einer 
Nucleinsauresequenz eines endogenen ADP/ATP-Translokators. weist jedoch im 
Vergleich zur Nucleinsauresequenz des endogenen ADP/ATP-Translokators eine 
Mutation auf oder enthalt eine heterologe Region, die von den homologen Regionen 
umschlossen ist. 



Durch Basenpaarung der homologen Regionen des RNA-DNA-Oligonucleotids und 
des endogenen Nucleinsauremolekuls, gefolgt von homologer Rekombination kann 
die in der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids enthaltene Mutation 
Oder heterologe Region in das Genonn einer Pflanzenzelle ubertragen werden. Dies 
fuhrt zu einer Verringerung der Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher insbesondere auch transgene 
Pfianzenzellen, 



(a) di e ei n UNA - MoloRu l onttTarton, das zufSynthoso oin oraTTti s onGO RNTTfuhr o n 




kann, welche eine Verringerung der Expression von endogenen Genen. die 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, bewirkt; und/oder 

(b) die ein DNA-Molekul enthalten, das zur Synthese einer Cosuppressions-RNA 
fuhren kann, welche eine Verringerung der Expression von endogenen 
Genen, die einen ADP/ATP-Translokator codieren, bewirkt; 

(c) die ein DNA-Molekul enthalten, das zur Synthese eines Ribozynns fuhren 
kann. welches spezifisch Transkripte von endogenen Genen, die einen 
ADP/ATP-Translokator codieren, spalten kann; und/oder 

(d) die aufgrund einer in vivo-Mutagenese eine Mutation oder eine Insertion einer 
heterologen DNA-Sequenz in mindestens einem endogenen, einen 
plastidaren ADP/ATP-Translokator codierenden Gen aufweisen, wobei die 
Mutation oder Insertion eine Verringerung der Expression des Gens bewirkt, 
Oder die Synthese eines inaktiven Transportermolekuls. 

Der Begriff "Verringerung der Aktivitat" bedeutet im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung eine Verringerung der Expression endogener Gene, die einen ADP/ATP- 
Translokator codieren, eine Verringerung der Menge an ADP/ATP-Translokator- 
Protein in den Zellen und/ oder eine Verringerung der biologischen Aktivitat des 
ADP/ATP-Translokator-Proteins in den Zellen. 

Die Verringerung der Expression kann beispielsweise bestimmt werden durch 
Messung der Menge an ADP/ATP-Translokator codierenden Transkripten, z.B. durch 
Northern-Blot-Analyse. Eine Verringerung bedeutet dabei vorzugsweise eine 
Verringerung der Menge an Transkripten im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Zellen unn mindestens 30%, bevorzugt um mindestens 50%. 



insbesondere um mindestens 70%. besonders bevorzugt um mindestens 85% und 
ganz besonders bevorzugt um mindestens 95%. 

Die Verringerung der Menge an ADP/ATP-Transiokator-Protein kann beispielsweise 
bestimmt werden durch Westem-Blot-Analyse. Eine Verringerung bedeutet dabei 
vorzugsweise eine Verringerung der Menge an ADP/ATP-Transiokator-Protein im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Zeilen um mindestens 
30%. bevorzugt um mindestens 50%. insbesondere um mindestens 70%. besonders 
I^^^^^^^^^'g^^^^^^^^ 95% 



Es wurde uberraschendenA/eise gefunden. da(3 bei Pflanzenzellen. bei denen die 
Expression und somit die Aktivitat des piastidaren ADP/ATP-Transiokators verringert 
ist. der Starkegehait im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten 
Pflanzenzellen aus Wildtyp-Pflanzen verringert ist und dad auch der Amylosegehalt 
dieser Starken im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten Pflanzenzellen 
aus Wildtyp-Pflanzen verringert ist. Insbesondere die Tatsache. daft die Starken der 
erfindungsgemaften Pflanzen eine veranderte Zusammensetzung besitzen ist 
uberraschend. weil bisher angenommen wurde. daft die molekularen Eigenschaften 
von Starken ausschlieftlich durch die Wechselwirkung von starkesynthetisierenden 
Enzymen bestimmt werden. wie z.B. der Ver^weigungsenzyme (E.C 2 4 1 18) und 
der Starkesynthasen (E.G. 2.4.1.21). Daft die Expression eines piastidaren 
Transportproteins einen Einfluft auf die Struktur der Starke hat. ist voilig 
uberraschend. 

Der Begriff 'Verringerter Starkegehait" bedeutet im Zusammenhang mit der 
vorhegenden Erfindung. daft der Gehalt an Starke in erfindungsgemaften 
Pflanzenzellen um mindestens 15%. bevorzugt um mindestens 30%. besonders 
bevorzugt um mindestens 40% und insbesondere um mindestens 50% im Vergleich 
2u Pflanzenzellen von nicht modifizierten Pflanzen Wildtyp-Pflanzen verringert ist 
Die Bestimmung des Starkegehalts erfolgt dabei nach den in den Beispielen 
beschriebenen Methoden. 

Der Begriff "verringerter Amylosegehalt" bedeutet dabei. daft der Gehalt an Amylose 
.n den erfindungsgemaften Pflanzenzellen um mindestens 10%. bevorzugt um 
mindestens 20%. besonders bevorzugt um mindestens 30% und insbesondere um 
mindestens 40% im Vergleich zu Pflanzenzellen von nicht modifizierten Pflanzen 



Wildtyp-Pflanzen verringert ist. Die Bestimmung des Amylosegehalts erfolgt dabei 

nach den in den Beispielen beschriebenen Methoden. 

Der Begriff "Wildtyp-Pflanze" ist dabei wie oben definiert zu verstehen. 



Die erfindungsgemaften Pflanzenzellen konnen aus jeder beliebigen 
Pflanzenspezies stammen. d.h. sowohl aus monokotylen als auch aus dikotylen 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Pflanzenzellen aus landwirtschaftlichen 
Nutzpflanzen, d.h. aus Pflanzen, die vom Menschen kultiviert werden fur Zwecke der 
"b rn a h ru n g~od or^Ur t e cfTTTi s ch e ,~Tn's tre"si3TrdBT^ 

betrifft die Erfindung somit Pflanzenzellen aus starkesynthetisierende bzw. 
starkespeichernde Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, 
Hirse, Sago etc.). Reis. Erbse. Mais. Markerbse, Maniok, Kartoffei, Tomate, Raps, 
Sojabohne. Hanf, Flachs. Sonnenblume, Kuherbse oder Arrowroot. Besonders 
bevorzugt sind Pflanzenzellen aus Kartoffei. 




Ferner sind Gegenstand der Erfindung trangene Pflanzen, die die oben 
beschriebenen transgenen Pflanzenzellen enthalten. Derartige Pflanzen konnen 
durch Regeneration aus erfindungsgemaflen Pflanzenzellen erzeugt werden. Bei 
den transgenen Pflanzen kann es sich prinzipiell um Pflanzen jeder beliebigen 
Pflanzenspezies handein; d.h. sowohl monokotyie als auch dikotyle Pflanzen. 
Bevorzugt handelt es sich um Nutzpflanzen, d.h. Pflanzen, die vom Menschen kulti- 
viert werden fur Zwecke der Ernahrung oder fur technische, insbesondere 
industrieiie Zwecke. Vorzugsweise sind dies starkesynthetisierende bzw. 
starkespeichernde Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, 
Hirse. Sago etc.), Reis, Erbse, Mais, Markerbse. Maniok, Kartoffei, Tomate, Raps, 
Sojabohne, Hanf. Flachs, Sonnenblume. Kuherbse oder Arrowroot. Besonders 
bevorzugt ist Kartoffei. 



Derartige erfindungsgemafle Pflanzen synthetisieren eine Starke die im Vergleich 
zur Starke aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen einen verringerten Amylosegehalt 
aufweist. Die Begriffe "Verringerung des Amylosegehalts" und "Wildtyp-Pflanzen" 
sind dabei wie oben beschrieben definiert. 



Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen, deren Starke einen verringerten Amylosegehalt im Vergleich zu 
Starke aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen aufweist, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur 
Verringerung der Aktivitat eines endogen in pflanzlichen Zellen 
vorkonnmenden plastidaren ADP/ATP-Translokators fuhrt; und * 

(b) aus der Zelle gemaG> Schritt (a) hergestellten eine Pflanze regeneriert wird; 
und 

(c) aus der gemafi Schritt (b) erzeugten Pflanze gegebenenfalls weitere Pflanzen 
erzeugt werden. 

Fur die iaut Schritt (a) in die Pflanzenzelle eingefuhrte Modifikation gilt dasselbe. was 
bereits oben im Zusammenhang nnit den erfindungsgemafien Pflanzenzellen und 
Pflanzen eriautert wurde. 

Die Regeneration der Pflanzen gemafi Schritt (b) kann nach dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

Die Erzeugung weiterer Pflanzen gemafi Schritt (c) der erfindungsgemafien 
Verfahren kann z.B. erfolgen durch vegetative Vermehrung (beispielsweise uber 
Stecklinge, Knollen oder uber Calluskultur und Regeneration ganzer Pflanzen) oder 
durch sexuelle Vermehrung. Die sexuelle Vermehrung findet dabei vorzugsweise 
kontrolliert statt. d.h. es werden ausgewahlte Pflanzen mit bestimmten Eigenschaften 
miteinander gekreuzt und vermehrt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemafien Verfahren zur 
Erzeugung transgener Kartoffelpflanzen verwendet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die durch das erfindungsgemafie Verfahren 
erhaltlichen Pflanzen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Vermehrungsmaterial erfindungsgemafier 
Pflanzen sowie der gemafi den erfindungsgemafien Verfahren hergesteliten 
transgenen Pflanzen, das erfindungsgemafie genetisch modifizierte Zellen enthalt. 



Der Begriff Vermehrungsmaterial umfafit dabei jene Bestandteile der Pflanze, die 
geeignet sind zur Erzeugung von Nachkommen auf vegetativem oder sexuellem 
Weg. Fur die vegetative Vermehrung eignen sich beispielsweise Stecklinge. 
Calluskulturen, Rhizome oder Knollen. Anderes Vermehrungsmaterial umfaR^t 
beispielsweise Fruchte, Samen, Samlinge, Protoplasten, Zellkulturen, etc. 
Vorzugsweise handelt es sich bei dem Vermehrungsmaterial um Samen und 
besonders bevorzugt um Knollen. 



Nucleinsauremolekulen. die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, von 
deren Komplementen oder von Teilen solcher Molekule zur Herstellung von 
Pflanzen, die eine Starke mit im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pflanzen 
verringerten Amylosegehalt synthetisieren. Hierfur kommen bevorzugt die 
Nucleinsauremolekule in Betracht, die oben im Zusammenhang mit 
erfindungsgemaden Pfianzenzellen, die eine erhohte ADP/ATP-Transiokatoraktivitat 
aufweisen, genannt wurden. 

Fur die Einfuhrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle stehen eine Vielzahl von 
Techniken zur Verfugung. Diese Techniken umfassen die Transformation 
pflanzlicher Zellen mit T-DNA unter Verwendung von Agrobakterium tumefaciens 
Oder Agrobacterium rhizogenes als Transformationsmittel, die Fusion von 
Protoplasten. die Injektion, die Elektroporation von DNA, die Einbringung der DNA 
mittels des biolistischen Ansatzes sowie weitere Moglichkeiten. 

Die Verwendung der Agrobakterien-vermittelten Transformation von Pfianzenzellen 
ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 120516; Hoekema, In: The Binary 
Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; 
Fraley at al.. Crit. Rev, Plant Sci. 4, 1-46 und An et al. EMBO J. 4 (1985), 277-287 
beschrieben worden. Fur die Transformation von Kartoffel, siehe z.B. Rocha-Sosa et 
al., EMBO J. 8 (1989), 29-33.). 

Auch die Transformation monokotyler Pflanzen mittels Agrobakterium basierender 
Vektoren wurde beschrieben (Chan et al., Plant Mol. Biol. 22 (1993). 491-506; Hiei et 
al., Plant J. 6 (1994) 271-282; Deng et al. Science in China 33 (1990), 28-34; 
Wilmink et al., Plant Cell Reports 11 (1992), 76-80; May et a!.. BioATechnology 13 



(1995), 486-492; Conner und Domisse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992), 550-555; Ritchie 
et al, Transgenic Res. 2 (1993), 252-265). Alternatives System zur Transformation 
von monokotylen Pflanzen ist die Transformation mittels des biolistischen Ansatzes 
(Wan und Lemaux, Plant Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil et al., Bio/Technology 11 
(1993), 1553-1558; Ritala et al.. Plant Mol. Biol. 24 (1994). 317-325; Spencer et al., 
Theor. Appl. Genet. 79 (1990). 625-631), die Protoplastentransformatlon. die 
Elektroporation von partiell permeabilisierten Zellen. die Einbringung von DNA mittels 
Glasfasern. Insbesondere die Transformation von Mais wird in der Literatur mehrfach 



boGchhobon (vgl. z. B7--WCr-g5/g§t§i^^ 

Fromm et al.. Biotechnology 8 (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al.. Plant Cell 2 
(1990), 603-618; Koziel et ak, Biotechnology 11 (1993), 194-200; Moroc et al., 
Theor, Appl. Genet. 80 (1990). 721-726). 

Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten wurde bereits 
beschrieben, z.B. fur Gerste (Wan und Lemaux. s.o.; Ritala et al.. s.o.; Krens et aL, 
Nature 296 (1982). 72-74) und fur Weizen (Nehra et al.. Plant J. 5 (1994). 285-297). 



Zur Expression der Nucleinsauremolekule, die einen ADP/ATP-Translokator 
codieren, in sense- oder antisense-Orientierung in pflanzlichen Zellen werden diese 
vorzugsweise mit regulatorischen DNA-Elementen verknupft, die die Transkription in 
pflanzlichen Zellen gewahrleisten. Hierzu zahlen insbesondere Promotoren. Generell 
kommt fur die Expression jeder in pflanzlichen Zellen aktive Promotor in Frage. 
1^^^ Der Promotor kann dabei so gewahit sein. dafi die Expression konstitutiv erfolgt oder 
^^^^ nur in einem bestimmten Gewebe. zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Pflanzenentwicklung oderzu einem durch aufiere Einflusse determinierten Zeitpunkt. 
Sowohl in Bezug auf die Pflanze als auch in Bezug auf das Nucleinsauremolekul 
kann der Promotor homolog oder heterolog sein. 

Geeignete Promotoren sind z.B. der Promotor der 35S RNA des Cauliflower Mosaic 
Virus und der Ubiquitin-Promotor aus Mais fur eine konstitutive Expression, der 
Patatingen-Promotor B33 (Rocha-Sosa et al.. EMBO J. 8 (1989). 23-29) fur eine 
knollenspezifische Expression in Kartoffein oder ein Promotor. der eine Expression 
lediglich in photosynthetisch aktiven Geweben sicherstellt. z.B. der ST-LS1 -Promotor 
(Stockhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et al.. 
EMBO J. 8 (1989), 2445-2451) oder fur eine endosperm-spezifische Expression der 



HMG-Promotor aus Weizen, der USP-Promotor. der Phaseolinpromotor oder 
Promotoren von Zein-Genen aus Mais (Pedersen et al., Cell 29 (1982). 1015-1026; 
Quatroccio et al.. Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93). Es konnen jedoch auch 
Promotoren ven/vendet werden, die nur zu einenn durch aufiere Einflusse 
determinierten Zeitpunkt aktiviert werden (siehe beispielsweise WO 9307279). Von 
besonderem Interesse konnen hierbei Pronnotoren von heat-shock Proteinen sein. 
die eine einfache Induktion eriauben. Ferner konnen samenspezifische Promotoren 
verwendet werden, wie z.B. der USP-Promoter aus Vicia faba, der eine 




samensp"0ZTfrsulTe~~Expre^sTorr~Tri Vicm \c\Uci uruJ aridnren KManren~gewahrieTstf= 
(Fiedler et a!., Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; Baumlein et al., Mol. Gen. Genet. 
225(1991), 459-467). 

Ferner kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der korrekten 
Beendigung der Transkription dient sowie der Addition eines Poly-A-Schwanzes an 
das Transkript, dem eine Funktion bei der Stabilisierung der Transkripte 
beigemessen wird. Derartige Elemente sind in der Literatur beschrieben (vgl. z.B. 
Gielen et aL, EMBO J. 8 (1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar. 

Die erfindungsgemafien transgenen Pflanzenzellen und Pflanzen synthetisieren 
vorzugsweise aufgrund der Erhohung oder Verringerung der Aktivitat eines 
plastidaren ADP/ATP-Translokators, eine Starke, die in ihren physikalisch- 
chemischen Eigenschaften, insbesondere dem Amylose/Amylopektin-Verhaitnis im 
Vergleich zu in Wildtyp-Pflanzen synthetisierter Starke verandert ist. Insbesondere 
kann eine solche Starke im Hinblick auf die Viskositat und/oder die 
Gelbildungseigenschaften von Kleistern dieser Starke im Vergleich zu Wildtypstarke 
verandert sein. 



Die vorliegende Erftndung betrifft daher ferner Verfahren zur Herstellung einer 
modifizierten Starke umfassend den Schritt der Extraktion der Starke aus einer oben 
beschriebenen erfindungsgemafien Pflanze und/oder aus starkespeichernden Teilen 
einer solchen Pflanze. Vorzugsweise umfafit ein solches Verfahren auch den Schritt 
des Erntens der kultivierten Pflanzen und/oder starkespeichernder Teile dieser 
Pflanzen vor der Extraktion der Starke und besonders bevorzugt ferner den Schritt 
der Kultivierung erfindungsgemafier Pflanzen vor dem Ernten. Verfahren zur 



Extraktion der Starke von Pflanzen oder von starkespeichernden Teilen von Pflanzen 
sind dem Fachmann bekannt. Weiterhin sind Verfahren zur Extraktion der Starke aus 
verschiedenen anderen starkespeichernden Pflanzen beschrieben, z. B. in "Starch: 
Chemistry and Technology (Hrsg.: Whistler, BeMiller und Paschall (1994), 2. 
Ausgabe, Academic Press Inc. London Ltd; ISBN 0-12-746270-8; siehe z. B. Kapitel 

XII. Seite 412-468: Mais und Sorghum-Starken: Herstellung; von Watson; Kapitel 

XIII, Seite 469-479: Tapioca-, Arrowroot- und Sagostarken: Herstellung; von 
Corbishley und Miller; Kapitel XIV, Seite 479-490: Kartoffelstarke: Herstellung und 



^erwendUTTg-e^^^^^ 

Modifizierung und Verwendungen; von Knight und Oson; und Kapitel XVI. Seite 507 
bis 528: Reisstarke: Herstellung und Verwendungen; von Rohmer und Klem; 
Maisstarke: Eckhoff et al.. Cereal Chem. 73 (1996) 54-57, die Extraktion von 
Maisstarke im industriellen Mafistab wird in der Regel durch das sogenannte "wet 
milling" erreicht.)). Vorrichtungen. die fur gewohnlich bei Verfahren zur Extraktion 
von Starke von Pflanzenmaterial verwendet werden, sind Separatoren. Dekanter. 
Hydrocyclone, Spruhtrockner und Wirbelschichttrockner. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner Starke, die aus den 
erfindungsgemaflen transgenen Pflanzenzellen, Pflanzen sowie 
Vermehrungsmaterial erhaltlich ist, und Starke, die durch das oben beschriebene 
erfindungsgemafie Verfahren erhaltlich ist. 

Die erfindungsgemafien Starken konnen nach dem Fachmann bekannten Verfahren 
modifiziert werden und eignen sich in unmodifizierter oder modiflzierter Form fur 
verschiedene Verwendungen im Nahrungsmittel- oder Nicht-Nahrungsmittelbereich. 
Grundsatzlich lafit sich die Einsatzmoglichkeit der Starke in zwei grofie Bereiche 
unterteilen. Der eine Bereich umfafit die Hydrolyseprodukte der Starke, 
hauptsachlich Glucose und Glucanbausteine. die uber enzymatische oder 
chemische Verfahren erhalten werden. Sie dienen als Ausgangsstoff fur weitere 
chemische Modifikationen und Prozesse, wie Fermentation. Fur eine Reduktion der 
Kosten kann hierbei die Einfachheit und kostengunstige Ausfuhrung eines 
Hydrolyseverfahrens von Bedeutung sein. Gegenwartig verlauft es im wesentlichen 
enzymatisch unter Verwendung von Amyloglucosidase. Vorstellbar ware eine 
Kosteneinsparung durch einen geringeren Einsatz von Enzymen. Eine 



Strukturveranderung der Starke. z.B. Oberflachenvergrofterung des Korns. leichtere 
Verdaulichkeit durch geringeren Verzvveigungsgrad oder eine sterische Struktur, die 
die Zuganglichkeit fur die eingesetzten Enzyme begrenzt, konnte dies bewirken. 
Der andere Bereich, in dem die Starke wegen ihrer polymeren Struktur als 
sogenannte native Starke verwendet wird. gliedert sich in zwei weitere 
Einsatzgebiete: 

1 . Nahrungsmittelindustrie 

Sarke jgfwrl^assTscrier^rs-aTzstoTT riir viete~Nafimrrgsminet7^r^^ 
im wesentlichen die Funktion des Bindens von wafirigen Zusatzstoffen 
ubernimmt bzw. eine Erhdhung der Viskositat oder aber eine erhohte Gel- 
bildung hervorruft. Wichtige Eigenschaftsmerkmale sind das Fliefi- und 
Sorptionsverhalten. die Quell- und Verkleisterungstemperatur, die Viskositat 
und Dickungsleistung, die Loslichkeit der Starke, die Transparenz und 
Kleisterstruktur. die Hitze-. Scher- und Saurestabilitat, die Neigung zur 
Retrogradation, die Fahigkeit zur Filmbildung. die Gefrier/Taustabilitat, die 
Verdaulichkeit sowie die Fahigkeit zur Komplexbildung mit z.B. anorganischen 
oder organischen lonen. 

Nicht-Nahrungmittelindustrie 

In diesem grofien Bereich kann die Starke als Hilfsstoff fur unterschiedliche 
Herstellungsprozesse bzw. als Zusatzstoff in technischen Produkten 
eingesetzt. Bei der Verwendung der Starke als Hilfsstoff ist hier insbesondere 
die Papier- und Pappeindustrie zu nennen. Die Starke dient dabei in erster 
Linie zur Retardation (Zuruckhaltung von Feststoffen), der Abbindung von 
Fullstoff- und Feinstoffteilchen, als Festigungsstoff und zur Entwasserung. 
Daruber hinaus werden die gunstigen Eigenschaften der Starke in bezug auf 
die Steifigkeit, die Harte, den Klang. den Griff, den Glanz, die Glatte, die 
Spaltfestigkeit sowie die Oberflachen ausgenutzt, 

2.1 Papier- und Pappeindustrie 

Innerhalb des Papierherstellungsprozesses sind vier Anwendungsbereiche, 
namlich Oberflache, Strich, Masse und Spruhen, zu unterscheiden. 




Die Anforderungen an die Starke in bezug auf die Oberflachenbehandlung 
sind im wesentlichen ein hoher Weifiegrad, eine angepaftte Viskositat, eine 
hohe Viskositatsstabilitat, eine gute Filmbildung sowie eine geringe Staubbil- 
dung. Bei der Verwendung im Strich spielt der Feststoffgehalt, eine 
angepalite Viskositat. ein hohes Bindevermogen sowie eine hohe 
Pigmentaffinitat eine wichtige Rolle. Als Zusatz zur Masse ist eine rasche, 
gleichmafiige. verlustfreie Verteilung, eine hohe mechanische Stabilitat und 
eine vollstandige Zuruckhaltung inn Papierf1ien> von Bedeutung. Beinn Einsatz 




2.2 Klebstoffindustrie 

Ein grofier Einsatzbereich der Starken besteht in der Klebstoffindustrie, wo 
man die Einsatzmoglichkeiten in vier Teilbereiche gliedert: die Verwendung 
als reinem Starkeleim, die Verwendung bei mit speziellen Chemikalien 
aufbereiteten Starkeieimen, die Verwendung von Starke als Zusatz zu 
synthetischen Harzen und Polymerdispersionen sowie die Verwendung von 
Starken als Streckmittel fur synthetische Klebstoffe. 90 % der Klebstoffe auf 
Starkebasis werden in den Bereichen Wellpappenherstellung, Herstellung von 
Papiersacken, Beutein und Tuten, Herstellung von Verbundmaterialien fur 
Papier und Aluminium, Herstellung von Kartonagen und 
Wiederbefeuchtungsleim fur Briefumschlage, Briefmarken usw. eingesetzt. 

2.3 Textil- und Textilpflegemittelindustrie 

Ein grofies Einsatzfeld fur die Starken als Hilfsmittel und Zusatzstoff ist der 
Bereich Herstellung von Textilien und Textilpflegemitteln. Innerhalb der 
Textilindustrie sind die folgenden vier Einsatzbereiche zu unterscheiden: Der 
Einsatz der Starke als Schlichtmittel. d.h. als Hilfsstoff zur Glattung und 
Starkung des Klettverhaltens zum Schutz gegen die beim Weben 
angreifenden Zugkrafte sowie zur Erhohung der Abriebfestigkeit beim Weben, 
Starke als Mittel zur Textilaufrustung vor allem nach qualitatsverschlech- 
ternden Vorbehandlungen, wie Bleichen. Farben usw., Starke als 



Verdickungsmittel bei der Hersteilung von Farbpasten zur Verhinderung von 
Farbstoffdiffusionen sowie Starke als Zusatz zu Kettungsmittein fur Nahgarne. 

2.4 Baustoffindustrie 

Der vierte Einsatzbereich ist die Verwendung der Starken als Zusatz bei 
Baustoffen. Ein Beispiel ist die Hersteilung von Gipskartonplatten. bei der die 
im Gipsbrei vermischte Starke mit dem Wasser verkleistert, an die Oberflache 
der Gipsplatte diffundiert und dort den Karton an die Platte bindet. Weitere 







Elnsatztrereiche sincJ— die Beimis'ct^arto—zxi—i^xjti^ 





Transportbeton werden Starkeprodukte zur Verzogerung der Abbindung ein- 
gesetzt. 

2.5 Bodenstabilisation 

Ein weiterer Markt fur die Starke bietet sich bei der Hersteilung von Mittein zur 
Bodenstabilisation an. die bei kunstlichen Erdbewegungen zum temporaren 
Schutz der Bodenpartikel gegenuber Wasser eingesetzt werden. Kombi- 
nationsprodukte aus der Starke und Polynrierennulsionen sind nach heutiger 
Kenntnis in ihrer Erosions- und verkrustungsmindernden Wirkung den bisher 
eingesetzten Produkten gleichzusetzen, liegen preislich aber deutlich unter 
diesen. 

2.6 Einsatz bei Pflanzenschutz- und Dungemitteln 

Ein Einsatzbereich liegt bei der Verwendung der Starke in 
Pflanzenschutzmittein zur Veranderung der spezifischen Eigenschaften der 
Praparate. So kann die Starke zur Verbesserung der Benetzung von 
Pflanzenschutz- und Dungennittein, zur dosierten Freigabe der Wirkstoffe. zur 
Unnwandlung flussiger, fluchtiger und/oder ubelriechender Wirkstoffe in 
mikrokristaliine. stabile, formbare Substanzen, zur Mischung inkompatibler 
Verbindungen und zur Verlangerung der Wirkdauer durch Verminderung der 
Zersetzung eingesetzt werden. 



2.7 Pharmaka. Medizin und Kosmetikindustrie 

Ein weiteres Einsatzgebiet besteht im Bereich der Pharmaka, Medizin und 
Kosmetikindustrie. In der pharmazeutischen Industrie kann die Starke als 
Bindemittel fur Tabletten oder zur Bindemittelverdunnung in Kapsein einge- 
setzt werden. Weiterhin kann die Starke als Tablettensprengmitte! dienen, da 
sie nach dem Schlucken Flussigkeit absorbieren und nach kurzer Zeit soweit 
quellen. daft der Wirkstoff freigesetzt wird. Medizinische Gleit- und 
Wundpuder basieren aus qualitativen GrOnden auf Starke. Im Bereich der 

wie Duften und Salicylsaure eingesetzt. Ein relativ grofier 
Anwendungsbereich fur die Starke liegt bei Zahnpasta. 

Starkezusatz zu Kohlen und Briketts 

Einen Einsatzbereich bietet die Starke als Zusatzstoff zu Kohle und Brikett. 
Kohle kann mit einem Starkezusatz quantitativ hochwertig agglomeriert bzw, 
brikettiert werden, wodurch ein fruhzeitiges Zerfallen der Briketts verhindert 
wird. Der Starkezusatz liegt bei Grillkohle zwischen 4 und 6 %, bei kalorierter 
Kohle zwischen 0,1 und 0,5 %. Des weiteren gewinnen Starken als 
Bindemittel an Bedeutung. da durch ihren Zusatz zu Kohle und Brikett der 
Ausstofi schadlicher Stoffe deutlich vermindert werden kann. 

Erz- und Kohleschlammaufbereitung 

Die Starke kann ferner bei der Erz- und Kohleschlammaufbereitung als 
Flockungsmittel eingesetzt werden. 

2.10 Giefiereihilfsstoff 

Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu Giefiereihilfsstoffen. Bei 
verschiedenen Gufiverfahren werden Kerne benotigt, die aus Bindemittel- 
versetzten Sanden hergestellt werden. Als Bindemittel wird heute ubenA/ie- 
gend Bentonit eingesetzt, das mit modifizierten Starken, meist Quellstarken, 
versetzt ist. 

Zweck des Starkezusatzes ist die Erhohung der Fliefifestigkeit sowie die 
Verbesserung der Bindefestigkeit. Daruber hinaus konnen die Quellstarken 




^eitere produktionstechnische Anforderungen, wie im kalten Wasser dis- 
pergierbar, rehydratisierbar, gut in Sand mischbar und hohes 
Wasserbindungsvermogen, aufweisen. 



2. 11 Einsatz in der Kautschukindustrie 

In der Kautschukindustrie kann die Starke zur Verbesserung der technischen 
und optischen Qualitat eingesetzt werden. Grunde sind dabei die 
Verbesserung des Oberflachenglanzes, die Verbesserung des Griffs und des 
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gummierten Flachen von Kautschukstoffen gestreut, sowie die Verbesserung 
der Bedruckbarkeit des Kautschuks, 



2.12 Herstellung von Lederersatzstoffen 

Eine weitere Absatzmoglichkeit der modifizierten Starken besteht bei der 
Herstellung von Lederersatzstoffen, 

2.13 Starke in synthetischen Polymeren 

Auf denn Kunststoffsektor zeichnen sich folgende Einsatzgebiete ab: die 
Einbindung von Starkefolgeprodukten in den Verarbeitungsprozefi (Starke ist 
nur Fuilstoff, es besteht keine direkte Bindung zwischen synthetischem Po- 
lymer und Starke) oder alternativ die Einbindung von Starkefolgeprodukten in 
die Herstellung von Polymeren (Starke und Polymer gehen eine feste Bindung 
ein). 

Die Verwendung der Starke als reinem Fuilstoff ist verglichen mit den anderen 
Stoffen wie Talkum nicht wettbewerbsfahig. Anders sieht es aus. wenn die 
spezifischen Starkeeigenschaften zum Tragen kommen und hierdurch das 
Eigenschaftsprofil der Endprodukte deutlich verandert wird. Ein Beispiel hierfur ist 
die Anwendung von Starkeprodukten bei der Verarbeitung von Thermoplasten, wie 
Polyethylen. Hierbei werden die Starke und das synthetische Polymer durch 
Koexpression im Verhaitnis von 1 : 1 zu einem 'master batch' kombiniert. aus dem 
mit granuliertem Polyethylen unter Anwendung herkommlicher Verfahrenstechniken 
diverse Produkte hergestellt werden. Durch die Einbindung von Starke in 



Polyethylenfolien kann eine erhchte Stoffdurchlassi^ei^ bei** WbhlkorpernT, eins.* 
verbesserte Wasserdampfdurchlassigkeit. ein verbessertes Antistatikverhalten, ein 
verbessertes Antiblockverhalten sowie eine verbesserte Bedruckbarkeit mit waftrigen 
Farben erreicht werden. 

Eine andere Moglichkeit ist die Anwendung der Starke in Polyurethanschaumen. Mit 
der Adaption der Starkederivate sowie durch die verfahrenstechnische Optimierung 
ist es moglich, die Reaktion zwischen synthetischen Polymeren und den 

Hydroxygruppen der Starken gezielt zu steuern. Das Ergebnis sind Poly- 

ur e thanfoli e n, die dirrclrTrTe~AnweTi'crang~^on~S^ S 

erhalten: eine Verringerung des Warnneausdehnungskoeffizienten. Verringerung des 
Schrunnpfverhaltens, Verbesserung des Druck/Spannungsverhaltens, Zunahme der 

^l^^k Wasserdampfdurchlassigkeit ohne Veranderung der Wasseraufnahme, Verringerung 
^^^r der Entflammbarkeit und der Aufri(idichte, kein Abtropfen brennbarer Teile, 
Halogenfreiheit und verminderte Alterung. Nachteile. die gegenwartig noch 
vorhanden sind, sind verringerte Druckfestigkeit sowie eine verringerte Schlagfe- 
stigkeit. 

Die Produktentwicklung beschrankt sich inzwischen nicht mehr nur auf Folien. Auch 
teste Kunststoffprodukte. wie Topfe, Platten und Schalen, sind mit einem 
Starkegehalt von uber 50 % herzustellen. Des weiteren sind Starke/ 
Polymermischungen gunstig zu beurteilen, da sie eine sehr viel hohere biologische 
Abbaubarkeit aufweisen. 

Aufterordentliche Bedeutung haben weiterhin auf Grund ihres extremen 
1^^^^ Wasserbindungsvermogen Starkepfropfpolymerisate gewonnen. Dies sind Produkte 
mit einem Ruckgrat aus Starke und einer nach dem Prinzip des 
Radikalkettenmechanismus aufgepfropften Seitengitters eines synthetischen 
Monomers. Die heute verfugbaren Starkepfropfpolymerisate zeichnen sich durch ein 
besseres Binde- und Ruckhaltevermogen von bis zu 1000 g Wasser pro g Starke bei 
hoher Viskositat aus. Die Anwendungsbereiche fur diese Superabsorber haben sich 
in den letzten Jahren stark ausgeweitet und liegen im Hygienebereich mit Produkten 
wie Windein und Unterlagen sowie im landwirtschaftlichen Sektor. z.B. bei 
Saatgutpillierungen. 
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Entscheidend fur den Einsatz der neuen, gentechniscSn vera'nd'effepi s!&rkeri sind-«* 
2um einen die Struktur, Wassergehalt, Proteingehalt, Lipidgehalt, Fasergehalt, 
Asche/Phosphatgehalt, Amylose/Amylopektinverhaltnis, Molmassenverteilung, 
Verzweigungsgrad, Korngrofie und -form sowie Kristallinitat, zum anderen auch die 
Eigenschaften, die in folgende Merkmale munden: Fliefi- und Sorptionsverhalten, 
Verkleisterungstemperatur. Viskositat, Dickungsleistung, Loslichkeit, Kleisterstruktur 
und -transparenz, Hitze-, Scher- und Saurestabilitat, Retrogradationsneigung. 
Gelbildung. Gefrier/Taustabilitat, Komplexbildung, Jodbindung. Filmbildung, 



-X ie b e kraft. Enzymstabilitat, V^maTmuW<rg i t^ 



Die Erzeugung modifizierter Starken mittels gentechnischer Eingriffe in einer 
transgenen Pflanze kann zum einen die Eigenschaften der aus der Pflanze 
gewonnenen Starke dahingehend verandern, da(i weitere Modifikationen mittels . 
chemischer Oder physikalischer Verfahren nicht mehr notwendig erscheinen. Zum 
anderen konnen die durch gentechnische Verfahren veranderte Starken weiteren 
chemischen Modifikationen unterworfen werden, was zu weiteren Verbesserungen 
der Qualitat fur bestimmte der oben beschriebenen Einsatzgebiete fuhrt. Diese 
chemischen Modifikationen sind grundsatzlich bekannt. Insbesondere handelt es 
sich dabei um Modifikationen durch 



^^^^ 



- Hitzebehandlung, 

- Saurebehandlung, 

- Oxidation und 

- Veresterungen. 

welche zur Entstehung von Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-, Xanthat-, Acetat- und 
Citratstarken fuhren. Weitere organische Sauren konnen ebenfalls zur Veresterung 
eingesetzt werden: 



Erzeugung von Starkeethern 

Starke-Alkylether, O-Allylether, Hydroxylalkylether, 

O-Carboxylmethylether, N-haltige Starkeether. P-haltige Starkeether, S-haltige 
Starkeether 



Erzeugung von vernetzten Starken 
Erzeugung von Starke-Pfropf-Polymerisaten 
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Figurl zeigt schematisch das Plasnnid pJT31 (AATP1 {Arabidopsis thaliana) 
sense); 

Figur2 zeigt schematisch das Plasmid pJT32 (AATP1 {Solanum tuberosum) 
antisense); 

Figur 3 zeigt den Aminosauresequenzvergleich des AATP2 aus Arabidopsis 
thaliana mit dem AATP1 (A. thaliana) und einem homologen Protein 
aus Rickettsia prowazekii (Williamson et al.. Gene 80 (1989), 269-278); 

Figur 4 Hydropathie-Analyse von AATP2 ( A. thaliana), AATP1 (A. thaliana) 
und dem Rickettsia ADP/ATP-Translokator nach der Methode von von 
Heijne et al. (Eur. J. Biochem. 180 (1989), 535-545.) durchgefuhrt 

Figur 5 zeigt eine Northern Blot Analyse der Expression des AATP1 {Solanum 
tuberosum) in Blatt und Knolle von ADP/ATP-Translokator-antisense- 
Pflanzen. 

Figur 6 zeigt eine Northern Blot Analyse der Expression des AATP1 
{Arabidopsis thaliana) in Blatt und Knolle von ADP/ATP-Translokator- 
Uberexpressionspflanzen. 



Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 



Konstruktion des bakteriellen Expressionsvektors pJT118 und Transformation 
von E. coli 



Das AATP2-Protein (Genbank X94626) aus Arabidopsis thaliana wurde N-terminal 
mit einem "Histidin-tag" umfassend 10 Aminosauren fusioniert. 

Hierfur wurde die cDNA, die das gesamte AATP2-Protein aus Arabidopsis thaliana 
codicrt, m i t Hi l f e e ines PCR-An'satZ ( gB~~rso li e'rt7~^i^s^en'se-PrirnBr~^^ 
Oligonucleotid, welches zusatzlich eine Xhol-Restriktionsschnittstelle trug: 
cgtgagagatagagagctcgagggtctgattcaaacc (SEQ ID NO: 1); umfafit die Basenpaare 
66-102). 

Als antisense-Primer diente ein Oligonucleotid. welches eine zusatzliche BamHl- 
Restriktionsschnittstelle trug: gatacaacaggaatcctggatgaagc (SEQ ID NO: 2); umfafit 
die Basenpaare 1863-1835). Das erhaltene PCR-Produkt wurde uber ein Agarosegel 
gereinigt. mit den Restriktionsenzymen Xhol/BamHI geschnitten und "in frame" in 
das Plasmid pET16b (Novagene. Heidelberg. Germany) eingefuhrt. Dies fuhrte dazu, 
da(i die cDNA. die das gesamte AATP2-Protein aus Arabidopsis thaliana codiert, am 
N-Terminus einen Histidine-tag aus 10 Aminosauren aufweist (His-AATP2). Dieser 
Vektor wurde pJT118 genannt. Die Sequenz des PGR-Produktes wurde durch 
Sequenzierung beider Nucleotidstrange uberpruft (Eurogentec). Die Transformation 
von E, coli C43 (Miroux and Walker, J. Mol. Biol. 260 (1996). 289-298) erfolgte nach 
Standardmethoden. 

Der Stamm E. coli C43 erlaubt die heterologe Expression von tierischen (Miroux and 
Walker, a.a.O.) und pflanzlichen (Tjaden et al., J. Biol. Chem. (1998) (in press)) 
Membranproteinen. 

Nach Transformation dieses Stammes mit dem Vektor pJT118 wurden 
Aufnahmestudien mit radioaktiv markiertem ADP und ATP durchgefuhrt. Mit Hilfe 
dieser Studien konnte gezeigt werden, dafi His-AATP2 in E. coli C43 funktional in 
der Cytoplasmamembran von E. coli exprimiert werden kann. Hierdurch konnte 
gezeigt werden, dafi AATP2 tatsachlich einen ADP/ATP-Translokator codiert. Das 
Vorhandensein eines N-termina!en Histidine-tags fuhrt zu einer Erhohung (2x-3x) der 



Transportaktivitat des AATP2 aus A. thaliana in E. eoli 5mV-erg3e^ch 3wm rAATP2.* 
ohne N-terminalen His-tag. 



Beispiel 2 



Konstruktion des Plasmids pJT31 und Einfuhrung des Plasmids in das Genom 
von Kartoffelpflanzen 



^ur Konstruktion o i nos Ktlanzontransformationsv e ktors wurde e i n 2230~t)p~fe pg¥g= 
EcoRV/BamHI-Fragment der AATP1-cDNA aus A. thaliana (Kampfenkel et al.. FEBS 
Letters 374 (1995), 351-355) in den mit Smal/EcoRV und BamHI geschnittenen 
Vektor pBinAR (Hofgen und Willnnitzer, Plant Sci, 66 (1990), 221-230) ligiert. Durch 
die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Expressionskassette (pJT31), die 
folgendermafien aus den Fragmenten A, B und C aufgebaut ist (s. Fig. 1): 
Das Fragment A (540 bp) enthalt den 35S-Promotor aus dem 
Blumenkohlnnosaikvirus. 

Das Fragment B enthalt neben den flankierenden Bereichen die proteincodierende 
Region eines ADP/ATP-Translokators aus A. thaliana (AATP1). Diese wurde wie 
oben beschrieben isoliert und in sense-Orientierung an den 35S-Promotor in pBinAR 
fusioniert. 

Fragment C (215 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase 

Gens aus Agrobakterium tumefaciens. 

Die Grofie des Plasmids pJT31 betragt ca. 14.2 kb. 

Das Plasmid wurde mit Hilfe von Agrobakterien wie bei Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 
8 (1989), 23-29) in Kartoffelpflanzen transferiert. Als Ergebnis der Transformation 
zeigten transgene Kartoffelpflanzen eine Erhohung der mRNA eines plastidaren 
ADP/ATP-Translokators. Dies wurde mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen (s. 
Fig. 6). Dazu wurde RNA nach Standardprotokollen aus Blatt- und Knollengewebe 
von Kartoffelpflanzen isoliert. 50pg RNA wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt 
(1,5% Agarose, 1x MEN-Puffer, 16,6% Formaldehyd). Nach der Elektrophorese 
wurde die RNA mit 20x SSC mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran Hybond N 
(Amersham. UK) ubertagen. Die RNA wurde auf der Membran duch UV-Bestrahlung 
fixiert. Die Membran wurde in Phosphathybridisierungspuffer (Sambrook et al., 



a.a.O) fur 2h prahybridisiert und anschlie(3>end durch- Zugabe* der^*radioaktiv* 
markierten Sonde fur 10h hybridisiert. 



Beispiel 3 

Konstruktion des Plasmids pJT32 und Einfuhrung des Plasmids in das Genom 
von Kartoff el pTianzGn 

Zur Konstruktion eines Pflanzentransformationsvektors wurde ein 1265 bp langes 
BamHI/Ndel- Fragment der codierenden Region der AATP1-cDNA aus S. tuberosum 
(Genbank Y10821) in den mit Smai/Ndel und BamHI geschnittenen Vektor pBinAR 
(Hofgen und Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990), 221-230) ligiert, 

Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Expressionskassette, die 

folgendermafien aus den Fragmenten A, B und C aufgebaut ist (s. Fig. 2): 

Das Fragment A (540 bp) enthalt den 35S-Promotor aus dem 

Blumenkohlmosaikvirus. 

Das Fragment B enthalt eine 1265 bp lange Region eines ADP/ATP-Translokators 
aus S. tuberosum (AATP1- S.t.). Diese wurde in antisense-Orientierung an den 35S- 
Promotor in pBinAR fusioniert. 




Fragment C (215 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase 

Gens aus Agrobakterium tumefaciens. 

Die Grofie des Plasmids pJT32 betragt ca. 13,3 kb. 



Das Plasmid wurde mit Hilfe von Agrobakterien wie bei Rocha-Sosa et aL (EMBO J. 
8 (1989). 23-29) in Kartoffelpflanzen transferiert. 

Ais Ergebnis der Transformation zeigten transgene Kartoffelpflanzen eine 
Verringerung der mRNA eines plastidaren ADP/ATP-Translokators. Dies wurde 
mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen (s. Fig. 5). Dazu wurde RNA nach 
Standardprotokollen aus Blatt- und Knollengewebe von Kartoffelpflanzen isoliert. 
50pg RNA wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt (1.5% Agarose, 1x MEN- 
Puffer. 16,6% Formaldehyd). Nach der Elektrophorese wurde die RNA mit 20x SSC 
mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran Hybond N (Amersham. UK) ubertagen. 



Die RNA wurde auf der Membran duch UV-Bestrahlung fixfert'-D'ie^Membpan rvvurde.-' 
in Phosphathybridisierungspuffer (Sambrook et al., a.a.O) fur 2h prahybridisiert und 
anschliefiend durch Zugabe der radioaktiv markierten Sonde fur 10h hybridisiert. 



Beispiel 4 

Analyse des Starke-, Amylose- und des Zuckergehalts transgener 
Ka r t o ffelpflanzen 

Die Bestimmung des Gehaltes an loslichen Zuckern erfolgte wie be! Lowry und 
Passonneau in "A Flexible System of Enzynnatic Analysis", Academic Press. New 
York, USA (1972) beschrieben. Die Bestimmung des Gehaltes an Starke erfolgte wie 
bei Batz et al. (Plant Physiol. 100 (1992), 184-190) beschrieben. 



Tabelle 1: 



Linie/Genotyp 


Starke in 

(|jmolC6units/g 

Frischgewlcht) 


Losliche Zucker in 

(pmol/g 

Frischgewicht) 


DesireeAA/T 


1094.0 


26.49 


654 /antisense-AATPI 
{S. tuberosum) 


574.2 


42.52 


594/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


630.2 


48.76 


595/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


531.4 


45.92 


676/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


883.0 


40.60 


62/ sense-AATP1(A. thaliana) 


1485.0 


30.65 


98/ sense-AATP1(A. thaliana) 


1269.0 


18.28 


78/sense-AATP1(A. thaliana) 


995.0 


20.50 



• .34 •••• 
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Die Bestimmung des Gehaltes an Amylose erfolgte wie bei ^HoVenkaoip-f^ermelink et- 



al. (Potato Res. 31 (1988), 241-246) beschrieben: 





Linie/Genotyp 


% Amylose 




L/SSiree/vv i 


I O-O 


654 /antisense-AATP1 
(o. tuDsrosumj 


15.5 


oy4/anTisonse-MA \ n\ 


1 .1.1 


















1^ 


^O. LUUcrUoUlTl^ 






^Q'^/pntfCrpncipk-AATPI 

O^sJ/ Cll ILIOwl IOv7 r^TA 1 1 1 

(S. tuberosum) 


18.0 


676/antisense-AATPI 
(S. tuberosum) 


11.5 


62/ sense-AATP1 (A. thaliana) 


27.0 


98/ sense-AATPI (A. thaliana) 


22.7 


78/sense-AATP1 (A. thaliana) 


24.5 
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(1) AX-LGHMEINE ANGABSN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: PlantTec 3 iotechnologie GmbH Forschung & 

Entwicklung 

(B) STRASSE: Hermannswerdsr 14 

(C) ORT: Potsdam 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 14473 

(ii) BEZEICHNUNG PER ERFINDUNG: Transgene Pflanzen mit veranderter 

" .^kri&^i-v^ir^ a t e i n e^s-^v^a^q M d a r e n -AD-P-/- AT P-^Tr a n s-l -q k ar.o rs ~ -= 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1-30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure " 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CGTGAGAGAT AGAGAGCTCG AGGGTCTGAT TCAAACC 3 7 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Oligonucleotid" 




(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISSNSS: NEIN 



(xi) SEQUENZB2SCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GATACAACAG GAATCCTGGA TGAAGC 2 6 



Pate n tans pruche 



Transgene Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist. wobei die genetische 
Modifikation in der Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuls besteht, 
dessen Vorhandensein oder dessen Expression zur Erhohung der plastidaren 
ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
gfinetisch modifizierten Pflanzenzellen aus Wildtyp-Pflanzen. 

2. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 1, wobei das fremde 
Nucleinsauremolekul einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codiert. 

3. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 2. wobei das Nucleinsauremolekul 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Arabidopsis thaliana codiert. 

4. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, die einen 
erhohten Starkegehalt im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Pflanzenzellen aufweist. 

5. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 4, die eine Starke 
synthetisiert, die im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Pflanzenzellen eine erhohten Amylosegehalt aufweist. 

6. Transgene Pflanze enthaltend transgene Pflanzenzellen nach einem der 
Anspruche 1 bis 5. 

7. Transgene Pflanze nach Anspruch 6, die eine starkespeichernde Pflanze ist. 

8. Transgene Pflanze nach Anspruch 7. die eine Kartoffelpflanze ist. 

9. Verfahren zu Herstellung einer transgenen Pflanze, die im Vergleich zu 
Wildtyp-Pflanzen eine erhohten Starkegehalt aufweist, und/oder deren Starke 
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einen erhohten Amylosegehalt im Vergleich zu-Starke-eW-Wildly-p-Ffflanzefv' 
aufweist, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung 
eines fremden Nucleinsauremolekuls, dessen Vorhandensein oder 
dessen Expression zur Erhohung der plastidaren ADP/ATP- 
Translokatoraktivitat in der Zelle fuhrt; 

(b) aus der gemafi Schritt (a) hergestellten Zelle eine Pflanze regeneriert 
wird; und 



(c) aus der ggnra-f^ ^chntr(U) erzeugten prian z e geget^gTfgnf r rt^s we i tRrpr 
Pflanzen erzeugt werden. 

10. Transgene Pflanze erhaltlich durch das Verfahren nach Anspruch 9. 

11. Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach einem der Anspruche 6 bis 8 oder 
10. wobei dieses Vermehrungsmaterial transgene Zellen nach einem der 
Anspruche 1 bis 5 enthalt. 

12. Verwendung von Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren, zur Herstellung von Pflanzen, die im Vergleich zu 
Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Starkegehalt aufweisen und/oder die eine 
Starke synthetisieren, die im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pflanzen einen 
erhohten Amylosegehalt aufweist. 

13. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten Starke umfassend die Extraktion 
der Starke aus einer Pflanze nach einem der Anspruche 6 bis 9 oder nach 
Anspruch 10. 

14. Trangene Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist, wobei die genetische 
Modifikation in der Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuls besteht. 
dessen Vorhandensein oder dessen Expression zur Verringerung der 
plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat in den Zellen fuhrt im Vergleich zu 
nicht genetisch modifizierten Zellen entsprechender Wildtyp-Pflanzen. 



Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 14, wobei'da'3-\/€)ff>andefiseln ode^-* 
die Expression des fremden Nucleinsauremolekuls zur Inhibierung der 
Expression endogener Gene fuhrt, die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren. 

Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 15, wobei das frennde 
Nucleinsauremolekul ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus: 

(a ) DNA-Molekulen. die eine antisense-RNA codieren. die eine 
Verr i ng e rung d o r hxpross i on von ondogonon, einon p l ast i daron - 
ADP/ATP-Translokator codierenden. bewirken kann; 

(b) DNA-Molekulen, die eine Cosuppressions-RNA codieren. die eine 
Verringerung der Expression von endogenen einen plastidaren 
ADP/ATP-Translokator codierenden Genen, bewirken kann; 

(c) DNA-Molekule, die ein Ribozynn codieren, das spezifisch Transkripte 
spalten kann von endogenen Genen, die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren; und 

(d) mittels in vivo-Mutagenese eingefuhrte Nucleinsauremolekule. die zu 
einer Mutation oder einer Insertion einer heterologen Sequenz in einenn 
endogenen. einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codierenden Gen 
fuhren, wobei die Mutation oder Insertion eine Verringerung der 
Expression des Genes bewirkt, oder die Synthese eines inaktiven 
Transport nnolekuls. 

Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 14 bis 16, die eine 
Starke mit einem im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pflanzen verringerten 
Amylosegehalt synthetisiert. 

Transgene Pflanze enthaltend Pflanzenzellen nach einem der Anspruche 14 
bis 17. 

Transgene Pflanze nach Anspruch 18, die eine starkespeichernde Pflanze ist. 
Transgene Pflanze nach Anspruch 19, die eine Kartoffelpflanze ist. 



21. Verfahren zur Herstellung einer transgenen Pflanze, deren Starke einen 
verringerten Amylosegehalt im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pflanzen 
aufweist, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung 
eines fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation 
zur Verringerung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt; 

(b) aus der gemaB> Schritt (a) hergestellten Zelle eine Pflanze regeneriert 
— wird;~u7Ki ~" 

(c) aus der gemafi Schritt (b) erzeugten Pflanze gegebenenfalls weitere 
Pflanzen erzeugt werden. 

Transgene Pflanze erhaltlich durch das Verfahren nach Anspruch 21. 

Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach einem der Anspruche 18 bis 20 oder 
22, wobei das Vermehrungsmaterial transgene Pflanzenzellen nach einem der 
Anspruche 14 bis 17 enthalt. 

Verwendung von Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren, oder von Fragmenten solcher Molekule zur Herstellung 
transgener Pflanzen, die eine Starke mit einem im Vergleich zu Starke aus 
Wildtyp-Pflanzen verringerten Amylosegehalt synthetisieren. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten Starke umfassend die Extraktion 
der Starke aus einer Pflanze nach einem der Anspruche 18 bis 20 oder 22, 
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Zusammenfassung 



Es werden transgene Pflanzenzellen und Pflanzen beschrieben. die im Vergleich zu 
Wildtypzellen bzw. -pflanzen einen erhohten Starkegehalt aufweisen und eine 
modifizierte Starke synthetisieren. Die beschriebenen Pflanzen zeigen eine 
Erhohung bzw. eine Verringerung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat. 




Fig. 1 



DC Alignment: 

1 AATP1_A.T._ 

2 AATP2_A.t_ 

3 TLC_ 

10 20 30 40 50 60 

1 MEAVlQTRGLLSLPTKPIGVRSQLQPSHGLKQRLFAAKPRaVLHGCL\TLTGmNTKPLSQ 60 

2 MEGLIQTRGILSLPASHR-SEKVLQPSHGLKQRJ.FTTN---LPALSLSLMVTRNFKPFSK 56 

3 MS TSK SENY--LS- 11 

70 SO 90 100 110 120 

1 PCMGFRJ^PTKilEAPSSYARJlRRGCWRRSCLRRSDSAAWASRXIFGVEVA^^ 120 

2 SHLGFRFPTRREAEDSLARRKJLRRPRRKCVDEGDTAAiN^VSPKlFGVEVTTLK^ 116 

3 EL RKIIWP EQYENKKFLPLAF 33 



tSO t^e 1:50 t^e tSd : 

1 MFFCILFNYTILRDTKDVLWTAKGSSAEirPFLKTWWLPMAIGFMLLYTK^ 180 

2 NffFCILF>rrnLRDTKD\aWTAKGSSAEirPFLK:TWWVPiN^IGFM 176 

3 MMFCILLNTt^STLRSrKDGFWTDIG-T-ESISFLKTYIVLPSAVIAMirYVK^ 91 

190 200 210 220" 230 240 

1 ALFYTVTVT>FIIWGGFGFVMYPLSNYIHPEALADKLLTTLGPRFiMGPIAILW 240 

2 ALFYTVTVTFIVYFGAFGFVMYPRSNLIQPEALADfCLLATLGPRFMGPLAIMRIWSFCLF 236 

3 NVFYVITSFFLGYFALFAFVLYPYPDLVHPDHKTIESLSLAYPNFKWFIKIVGKWSFASF 151 

250 260 270 280 290 300 

1 YVMAELWGSVWSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGIGANVALIFSGRT^ 300 

2 YV^4AELWGSVWSVLFWGFANQITTVDEAKJa^YPLFGLGAm^AL^FSGRTV^ 296 

3 YTIAELWGTMMLSLLFWQFANQITKIAEAKJU^YSMFGLLANLALPVTSVVIGYFLHEKTQ 211 

310 32b 330 340 350 360 

1 LGPGVDGSFV--ESHDEHCGGNGTRICLSIGGSbniYV---P-L--PTRSKNKKEKP^^ 352 

2 LGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGiMGLAICFLYWWVNRYV---P-L--PTRSKi^^ 350 

3 I-VAEHLKJ^V---PLFVIMITSSFLIILTYR\VMNKiWLTDPRLYDPALVKEK^ 267 




370 380 390 400 410 420 

1 MESLKJ^LVSSPYIRDLATLWAYGISINLVEVTWKSKJLKAQFPSPNEYSAFMGAFSTCTG 412 

2 MESLKJ^LVSSPYIRDLATLWAYGISINLVEVTWKSKLKLSQFPSPNEYSAFMGDFSTCTG 410 

3 IESLKMIFTSKYVGY1ALLIIAYGVSVNLVEGV\\^SK\TC£LYPTKLEAYTIYMGQFQFYQG 327 




430 440 450 460 470 480 

1 VATFTNIMLLSQYVFNKYGWGVAAKJTPTVLLLTGVAFFSLILFGGPFA-PLVAKLGMTPL 471 

2 lATFTMMLLSQYVFKXYGWGVAAKJTPTVLLLTGVAFFSLILFGGPFA-PLVAKLGMTPL 469 

3 WVAIAFMLIGSNILRKVSWLTAAMITPLMMFITGAAFFSFIFFDSVIAMNLTGILASSPL 387 



490 500 510 520 530 540 

1 LAAVYVGALQNIFSK-SAKYSLFDPCK^MAYIPLDEDTKVICGKAAIDWCK^ 530 

2 LAAVYWPPEVSSARVQVQHSSTPSAMQECLYPLDEVSFCVKAKXQL-MWSATIGKSGGAL 528 

3 TLAVMIGMIQ^^V^LSK-GVKYSLFDATKNMAYIPLDKJDLRVKGQAAV 446 

550 560 570 580 590 600 

1 IQQ-FMIL--SFGSLANSTPYLGMILLVIVTA\VLAAAKSLEGQFNSLRLJCKSLRRKWREL 587 

2 IQQ-FMIL-TFGSLANSTPYLGVILLGIVTAWLAAAKSLEGPV— - 569 

3 IQSTFFILFPVFGFI-EATPYFASIFFIIVILWIFAVKGLNKEYQVL-VNKNEK 498 



1 HR 589 

2 -- 569 

3 -- 498 



Fig. 3 




Fig. 4 
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Fig. 6 
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